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ABSTRACT 
 
The bluetongue (BTV) is an epizootic disease of viral etiology affecting ruminants. It is 
transmitted by a vector and is included in the list of notifiable diseases in the European and National 
Health Code for terrestrial animals of the World Organization for Animal Health (OIE). 
With this work we sought to assess, through quantitative real-time PCR (qRTi-PCR), if the 
virus of this disease (BTV-17) infects the oocytes used for in vitro embryo’s production, observe if 
the International Embryo Transfer Society (IETS) protocol for washing embryos, before transferring 
is effective for the decontamination of bovine embryos, previously exposed to different 
concentrations experimentally by BTV-17 and in finally evaluate if contaminating oocytes with 
BTV-17 can affect fertilization and the further development of the zygote to seven days after 
fertilisation. 
For such purpose, in the laboratory of in vitro fertilization (IVF) of UNCEIA located in 
Maisons-Alfort, Paris, a total of 1124 bovine oocytes were used in four sessions and divided in three 
groups:  
Group I – Control Group (210 oocytes); 
Group II – Experimental group in which 623 oocytes were contaminated with BTV-17 and 
100 contaminated with BTV-8; 
Group III – Experimental group in which 191 oocytes were cultured only with the media used 
for the oocyte’s contamination in the Group II (MEM), without the virus.  
Oocytes belonging to Group II were divided in: 
 Group II a), in which oocytes (n=207) were contaminated with BTV-17 (1x105 TCID50/mL); 
Group II b), in which oocytes (n=207) were contaminated with BTV-17 (5x105 TCID50/mL); 
Group II c), in which oocytes (n=209) were contaminated with BTV-17, (100x105 
TCID50/mL); 
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Group II d), in which oocytes (n=100) were contaminated with BTV-8 (5x105 TCID50/mL). 
Before dividing oocytes in the different groups, a total of 90 of them were used to confirm 
that none were contaminated with BTV. 
After contamination oocytes were maturated, fertilized and cultured in vitro for seven days, 
after which, embryos were evaluated and washed according to the procedure recommended by the 
IETS (10 washings) and then the virus were evaluate on embryos and on the washing media by using 
the Bluetongue Virus Kit TaqVet ® All Genotypes and resorted to qRTi-PCR. A total of 234 embryos 
were produced in the control, group contaminated with BTV-17 and group with MEM. For the group 
in which oocytes were contaminated with BTV-8, a total of 20 embryos were produced. No statistical 
differences between the different groups considered were observed. 
It can be concluded that: the virus infects the oocytes used in in vitro production of embryos, 
even those with intact pellucid zone pellucid; the 10 washes protocol purposed by IETS before 
transfer are not sufficient to eliminate the virus from the embryos; the virus BTV-17 does not affect 
fertilization and development of the zygote, in the three different concentrations tested, up to day 7. 
As the virus is not eliminated during the washing and it is not affecting embryo development, it can 
be a source of cross-infection via embryo transfer in healthy animals. 
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RESUMO 
 
A língua azul (BT) ou febre catarral ovina (FCO) é uma doença epizoótica de etiologia vírica 
que afecta os ruminantes. É de transmissão vectorial e está incluída na lista de doenças de declaração 
obrigatória nacional e europeia, e no código sanitário para os animais terrestres da Organização 
Mundial de Saúde Animal (OIE).  
Com a realização deste trabalho pretendeu-se: aferir, através de PCR-quantitativo em tempo 
real (qRTi-PCR), se o vírus contamina os ovócitos utilizados na produção in vitro de embriões; 
verificar se o protocolo da Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS) de lavagem 
de embriões antes da sua transferência é efectivo para a descontaminação desses embriões quando 
expostos a diferentes concentrações de BTV-17 através de qRTi_PCR e avaliar se o vírus BTV-17 
afecta a fertilização e o posterior desenvolvimento embrionário até ao sétimo dia após a fertilização. 
Para isso, no laboratório de fertilização in vitro (FIV) da “UNCEIA” localizado em Maisons-
Alfort, Paris, utilizaram-se um total de 1124 ovócitos de bovino, usados em quarto manipulações e 
divididos em três grupos:  
Grupo I – Grupo Controlo (210 ovócitos); 
Grupo II – Grupo experimental em que 623 ovócitos foram contaminados com BTV-17 e 100 
com BTV-8; 
Grupo III – Grupo experimental em que 191 ovócitos foram cultivados em meio MEM, sem a 
presença de vírus.   
Os ovócitos pertencentes ao Grupo II foram divididos em: 
 Grupo II a), em que os ovócitos (n=207) foram contaminados com BTV-17 (1x105 
TCID50/mL); 
Grupo II b), em que os ovócitos (n=207) foram contaminados com BTV-17 (5x105 
TCID50/mL); 
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Grupo II c), em que os ovócitos (n=209) foram contaminados com BTV-17, (100x105 
TCID50/mL); 
Grupo II d), em que os ovócitos (n=100) foram contaminados com BTV-8 (5x105 
TCID50/mL). 
Antes de serem divididos em diferentes grupos, um total de 90 ovócitos foram usados para 
confirmar se nenhum estava contaminado com o vírus BTV. 
Após a contaminação, os ovócitos foram maturados, fertilizados e cultivados in vitro durante 
sete dias, após o que os embriões foram avaliados recorrendo a critérios morfológicos e lavados de 
acordo com as regras da IETS, sendo posteriormente avaliada presença do vírus da língua azul quer 
nos embriões, quer no líquido de lavagem, utilizando o Kit TaqVet® Bluetongue Vírus All Genotypes 
e a qRTi-PCR. No total, 234 embriões foram produzidos no grupo controlo, no contaminado com 
BTV-17 e no grupo em que os ovócitos foram cultivados em MEM. Para o grupo em que os ovócitos 
foram contaminados com BTV-8, um total de 20 embriões foram produzidos. Não foram observadas 
diferenças significativas para a produção de embriões para os diferentes grupos. 
Com este trabalho concluiu-se que: o vírus contamina os ovócitos utilizados na produção de 
embriões in vitro, mesmo estes tendo a zona pelúcida intacta; as 10 lavagens do protocolo IETS antes 
da transferência não são suficientes para que o vírus seja eliminado dos embriões; o vírus BTV-17 
não afecta a fertilização e o desenvolvimento do zigoto, nas concentrações testadas, até o 7º dia. 
Assim sendo, uma vez que o vírus não é eliminado nas lavagens e não afecta o desenvolvimento do 
embrião pode ser fonte de infecção cruzada via transferência de embriões (TE) em animais sãos. 
 
Palavras-chave:  
Língua azul; BTV-17; embriões bovinos; zona pelúcida; lavagens sanitárias; qRTi-PCR. 
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I. INTRODUCÃO 
 
A língua azul (BT) ou febre catarral ovina (FCO) é uma doença epizoótica de etiologia 
vírica que afecta os ruminantes. É de transmissão vectorial e está incluída na lista de doenças de 
declaração obrigatória nacional e europeia e no código sanitário para os animais terrestres da 
World Organisation for Animal Health (OIE) (Pombo, 2011).  
O nome língua azul deriva da cianose da língua que é frequentemente observada em 
ovinos afectados por esta doença (Vega et al., 2004). 
Esta doença, normalmente transmitida por dípteros do género Culicoides, afecta tanto 
ruminantes domésticos como selvagens (Tomich et al., 2006).  
Historicamente, a distribuição global do vírus da língua azul (BTV) tem sido confinada 
entre as latitudes aproximadas de 53°N e de 34°S, com uma extensão recente no Norte da Europa 
(OIE, 2010).  
A língua azul foi relatada pela primeira vez em 1881 por Hutcheon, mas foi Spreull 
(1905) o primeiro a estudar a doença em detalhe. Descoberta na África do Sul aquando da 
introdução das primeiras ovelhas Merino, pensa-se, no entanto, que a infecção era provavelmente 
endémica em ruminantes africanos selvagens desde a antiguidade (Hutcheon, 1902; Vega et al., 
2004). 
Em França, o principal vector, Culicoides imicola, (C. imicola) foi detectado pela 
primeira vez na Córsega, em Outubro de 2000, algumas semanas antes dos surtos do serótipo 2 
do BTV (BTV-2). A vigilância entomológica foi implementada na Córsega e na França 
continental em 2002 (Baldet et al., 2004). 
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No segundo semestre de 1956 houve uma epidemia de língua azul no sul de Portugal e 
sudoeste Espanha, que resultou em perdas extensas entre as ovelhas e que também afectou algum 
gado bovino (Manso-Ribeiro et al., 1957; Campano, 1957). Esse foi, de acordo com Nunes et al. 
(2009), o primeiro surto de língua azul em Portugal e foi causado pelo serótipo BTV-10 do vírus, 
tendo a doença sido declarada erradicada em 1960. Quarenta e quatro anos depois, em Novembro 
de 2004, a doença BT re-ocorreu em Portugal, causada pelo BTV-4, e novamente, em Setembro 
de 2007, pelo BTV-1 (Nunes et al., 2009).  
O C. imicola é considerado o principal vector da doença BT em Portugal (Nunes et al., 
2009). As evidências favorecem a ideia de que a língua azul terá chegado a Portugal por 
mosquitos transportados pelo vento (Sellers et al., 1978 e Gibbs et al., 1994), a partir de 
Marrocos.  
Para os diversos serótipos de BTV, parecem sempre ser as células endoteliais do sistema 
vascular e as células do sistema linforreticular, as estruturas primeiramente afectadas. A infecção 
em linfonodos locais produz a primeira viremia que infectará outros linfonodos, baço, medula e 
tecidos do organismo onde o vírus se replica ao nível do sistema micro vascular resultando nas 
alterações patológicas características da doença (Smith, 2006) 
O BTV-17, sobre o qual trata este trabalho, é endémico nos Estados Unidos (Barber, 
1979; Bowen et al., 1982 e Rossitto et al., 1992) onde foi isolado, de acordo com Walton (2004), 
em 1962, tendo como principal vector o Culicoides sonorensis. Assim, este trabalho surgiu no 
âmbito das dificuldades sentidas no comércio de embriões entre a Europa e os Estados Unidos e 
na escassez de estudos sobre o serótipo 17 do BTV na Europa. Pretendeu-se assim avaliar os 
riscos existentes relativamente ao BTV-17 no que toca ao comércio de material genético, neste 
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caso em particular embriões, tendo em conta que a eficácia das lavagens sanitárias propostas 
pelo International Embryo Transfer Society (IETS) parece variar dentro dos diferentes serótipos.  
Neste trabalho recorreu-se ao PCR quantitativo em tempo real (qRTi-PCR) para verificar 
a presença ou ausência do vírus nos embriões após as lavagens sanitárias propostas pelo IETS. 
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II. OBJECTIVOS 
 
Com a realização deste trabalho pretendeu-se: 
 
- Aferir, através de PCR quantitativo em tempo real (qRTi-PCR), se o vírus BTV-17 pode 
contaminar ovócitos utilizados na produção de embriões in vitro; 
 
- Avaliar se este vírus afecta a capacidade de fertilização e posterior desenvolvimento do 
zigoto durante um período de sete dias; 
 
- Verificar se o protocolo proposto pela IETS para a lavagem de embriões antes da 
transferência é efectivo para a sua descontaminação, quando estes forem expostos, in vitro, a 
diferentes concentrações de BTV-17; 
 
- Analisar assim o risco de transmissão de BTV-17 através da metodologia de 
transferência de embriões, amplamente utilizada na indústria de melhoramento genético. 
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III. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1 - Vírus da BTV e Vectores Culicoides 
 
O vírus da língua azul é um vírus do género Orbivirus, subfamilia Sedoreovirinae e 
família Reoviridae.  
Culicoides são insectos hematófagos dos quais existem mais de 1400 espécies, mas 
apenas alguns deles são capazes de transmitir a infecção (Figura 1), como por exemplo: C. 
imicola e C. bolitinos em África, C. imicola no sul da Europa, C. variipennis, C. sonorensis e C. 
insignis para a América e C. fulvus para a Austrália. No entanto, outras espécies são fortemente 
suspeitas de desempenhar um papel importante na transmissão, incluindo para a Europa, como é 
o caso do C. pulicaris e do C. Obsoletus (Fu et al., 1999; Afssa, 2005).  
 
Figura 1: Distribuição mundial dos serótipos do vírus da língua azul e dos vectores primários Culicoides 
nas diferentes regiões geográficas  de acordo com  Tabachnick (2010). 
6 
 
Vinte e quatro serótipos diferentes do BTV são conhecidos há décadas, pensando-se que 
qualquer um pode causar a doença da língua azul em ruminantes. Dois serótipos adicionais de 
BTV, BTV-25 (Toggenburg Orbivirus, da Suíça) (Hofmann et al., 2008) e BTV-26 (do Kuwait) 
(Maan et al., 2011) foram recentemente identificados em caprinos e ovinos, respectivamente.  
Os vectores Culicoides são fundamentais para a sobrevivência e transmissão da BTV 
visto a infecção não ser considerada contagiosa e não existirem provas credíveis da manutenção 
a longo prazo da BTV em ruminantes. Tanto as infecções BTV sub-clínicas como a manifestação 
clínica da doença BT geralmente ocorrem durante o final do Verão e início do Outono, quando o 
número de insectos vectores é mais elevado em áreas endémicas de BTV (Stott et al., 1983).  
Os insectos vectores (Figura 2) só podem transmitir BTV aos ruminantes susceptíveis 
(não imunes à doença) após um período de incubação extrínseco de aproximadamente 10 a 14 
dias, período durante o qual o vírus é disseminado a partir do intestino do insecto para as suas 
glândulas salivares. O período de incubação externa é menor quando os insectos são mantidos 
em elevadas temperaturas ambiente, sendo que num estudo com Culicoides sonorensis e BTV-9, 
Carpenter et al. (2011) chegaram a resultados de três dias a 30°C, quatro dias a 25°C, cinco dias 
a 20°C e 20 dias a 15°C. A temperatura ambiente tem um efeito profundo sobre a sobrevivência 
dos insectos vectores, assim como nas suas actividades de alimentação e replicação do vírus 
(MacLachlan, 2004). 
 
 
 
Figura 2: Fêmea de Culicoides grávida (Saegerman et al., 2008; Fotografia: Reginald De Deken and 
Maxime Madder). 
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A introdução de BTV (Figura 3) a partir de uma área para outra pode ocorrer de quatro 
formas: através do movimento animal (ruminantes domésticos e selvagens) ou transporte de 
produtos animais (sémen, embriões); pelo transporte do vector Culicoides spp. infectado 
realizado por seres vivos (plantas e animais) ou inanimados (aviões, navios); por meio do voo 
activo do vector Culicoides spp. infectado (propagação local), e pelo voo passivo com o vento 
(responsável pela difusão de longa distância) (Saegerman et al., 2008). 
 
Figura 3: Partículas do vírus da língua azul. Microscopia electrónica. Ampliada 78.000x em células de 
rim de borrego (MicrobeLibrary.org; Foto de Walton and Buch).  
 
O vírus do BTV pode sobreviver 9-12 meses, na ausência de vectores adultos, com 
nenhum caso detectável da doença, viremia, ou soroconversão no hospedeiro. A sobrevivência 
do vírus de uma ‘temporada de vector’ para a próxima chama-se ‘hibernação’, mas o mecanismo 
envolvido não é totalmente compreendido (Takamatsu et al., 2002; Wilson et al., 2008). 
Várias espécies de Culicoides de comprovada competência na transmissão do BTV 
alimentam-se preferencialmente em bovinos que em ovelhas, como é o caso do C. brevitarsis, C. 
wadai e C. fulvus (Gibbs et al., 1988).  
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3.2. - Características genéticas do vírus da doença da língua azul bovina  
 
A família Reoviridae à qual o vírus da Língua Azul pertence, tem como características 
mais relevantes a cadeia dupla de RNA dividida em 10 a 12 segmentos independentes e simetria 
icosaédrica (Figura 4). Dentro desta família, o BTV é o protótipo do género Orbivírus (IICA, 
1986). 
 
Figura 4: Esquema ilustrativo da estrutura do vírus da língua azul. (Adaptado do Swiss Institute of 
Bioinformatics http://viralzone.expasy.org/all_by_protein/106.html, Acedido em 10 de Fevereiro de 
2012). 
 
A partícula viral mede aproximadamente 80nm de diâmetro e compreende um 
nucleocapsideo de 63nm de diâmetro. Não tem envelope lipoproteico sendo o nucleocapsídeo 
apenas cercado por uma membrana composta por uma camada proteica. A partícula viral possui 
4 séries de proteínas que formam o capsídeo, 10 a 12 segmentos de RNA e de proteínas (Luigi, 
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2003). As variações nas proteínas que formam o capsídeo externo-VP2 e, em menor grau, o VP5, 
permitem determinar o serótipo (Wilson et al., 2009). 
As três camadas, interna, intermédia e externa, são formadas por proteínas distintas 
(Mertens et al., 2004), sendo a camada externa composta por duas proteínas estruturais, 60 
trímeros de VP2 (111kDa) e 120 trímeros de VP5 (59kDa). A camada intermediária é composta 
pelas principais proteínas estruturais imuno-dominantes VP7 (38kDa), organizadas em 260 
trímeros (Nason et al., 2004). O capsídeo interno é composto pela proteína VP3 (Mertens et al., 
2004). A proteína VP7 é a proteína estrutural comum aos diferentes serótipos virais (Zientara et 
al., 2002). 
As proteínas não-estruturais (NS1, NS2, NS3 e NS3A) provavelmente participam no 
controlo da replicação do vírus da língua azul, maturação e exportação da célula infectada 
(Schwartz-Cornil et al., 2008). A sequência das proteínas não estruturais é mais conservada entre 
os serótipos, enquanto, a das proteínas mais externas, principalmente a VP2 e VP5, presentes no 
capsídeo viral, são muito variáveis (Roy, 1989).  
 
3.3 - Ciclo de vida do vector Culicoides 
  
O género Culicoides pertence ao reino Animalia, ao filo Arthropoda, à classe Insecta, à 
ordem Diptera, à família Ceratopogonidae e à subfamilia Ceratopogoninae (Ahid, 2009; Perie et 
al., 2005). Os Culicoides têm um desenvolvimento holometabolous, com a presença de várias 
fases larvares, uma alteração do tipo orthorhaphe (emergência dos adultos a partir da ninfa 
através de uma abertura rectilínea em T), e uma hematofagia restrita somente às fêmeas adultas 
(Perie et al., 2005). 
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Os insectos com desenvolvimento holometabolous são ‘caracterizados pelos indivíduos 
imaturos serem completamente diferentes dos adultos na sua forma e na sua ecologia’ (Bourassa, 
1991). O ciclo de vida processa-se do seguinte modo (Figura 5): a fêmea deposita os ovos num 
local húmido. Os ovos possuem uma forma alongada, sendo muito claros no momento da postura 
e escurecendo rapidamente em contacto com o ar. Habitualmente são depositados em folhas em 
decomposição, em buracos de árvores, na zona de interface água/solo (lamas de charcos, 
barragens e pequenos cursos de água), e em estrume e excrementos de animais domésticos e 
silvestres, tudo dependendo da espécie de Culicóides em questão (Rodrigues, 2008).  
 
 
Figura 5: Ciclo de vida dos Culicóides (Adaptado de Purse et al., 2005). 
 
A ecologia de Culicoides é altamente dependente das condições climatéricas 
(temperatura, humidade) e espécies consideradas. Em geral, a vida é curta nos adultos (10-20 
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dias), mas podem viver por períodos de tempo mais longos, entre 1,5 e 3 meses. No entanto, o 
processo de desenvolvimento do ovo ao adulto demora cerca de 3 semanas (dependendo das 
temperaturas externas), os ovos (2 a 9 dias), as quatro fases larvais (14 a 25 dias) e a fase de pupa 
(3 a 10 dias). A duração da vida larvar pode ser prolongada no Inverno durante vários meses nos 
países frios e temperados, com amplitude térmica anual marcada (Augot et al., 2010). 
Os Culicoides adultos são crepusculares, e, portanto, o pico da actividade é em torno do 
pôr-do-sol e ao nascer do sol e, em menor grau, durante a noite. Algumas espécies picam durante 
o dia. As refeições de sangue ingeridas pelas fêmeas permitem o amadurecimento dos ovos. As 
fêmeas realizam voo para procurar um macho, uma refeição de sangue, ou um local de 
oviposição. Os machos não se alimentam de sangue; são fitófagos, alimentando-se de néctar de 
flores, açúcar, líquidos de decomposições e excrementos (Rodrigues, 2008). 
Dependendo da espécie de Culicoides, os animais de que se alimentam são diferentes: 
alguns alimentam-se de sangue humano, outros de aves, como Culicoides arakawae, mas os 
insectos vectores da língua azul alimentam-se principalmente de bovinos (Perie et al., 2005).  
Em todo o mundo, mais de 50 vírus foram isolados de Culicoides (Mellor, et al., 2000): 
vinte vírus da família Bunyaviridae, 19 pertencentes aos Reoviridae (como o vírus da língua 
azul) e 11 da família Rhabdoviridae (Perie et al., 2005).  
 
3.4 –  Sinais Clínicos 
 
As ovelhas são mais sensíveis à doença do que o gado bovino e as raças europeias são 
geralmente mais severamente afectadas que os seus homólogos africanos (MacLachlan, 2004). A 
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doença também ocorre esporadicamente em camelídeos do Sul da América, e até mesmo 
carnívoros (Darpel et al., 2007; Jauniaux et al., 2008 e Meyer et al., 2009).  
Visto tratar-se geralmente de uma doença mais grave em ovinos do que em bovinos, há 
ainda desacordo quanto à extensão dos efeitos clínicos da língua azul em bovinos. É geralmente 
aceite que, na maioria dos animais adultos infectados os sinais são inaparentes (Bagley, 1997). 
Nos ovinos, a gravidade da doença varia de acordo com a raça das ovelhas, estirpe do 
vírus e stress ambiental (The Center for Food Security & Public Health, 2006). 
Três ou quatro semanas após a recuperação, algumas ovelhas sobreviventes podem perder 
alguma ou toda a lã. O recrudescimento da doença clínica tem sido relatado em ovinos (The 
Center for Food Security & Public Health, 2006). Sinais clínicos da doença BT em ovinos são 
principalmente atribuíveis à permeabilidade vascular e incluem hiperémia, febre, congestão, 
edema facial, hemorragias e a erosão das membranas mucosas. No entanto, em casos leves da 
doença, uma hiperémia ocular transitória e ligeira e descarga nasal pode ser observada. Em casos 
muito graves a língua pode apresentar hiperémia tornar-se edematosa e projectar-se da boca, ou 
tornar-se cianótica. A hiperémia pode estender-se para outras partes do corpo, especialmente 
para a banda coronária dos cascos, virilhas, axilas e períneo. Em casos graves há, 
adicionalmente, degeneração muscular, esquelética e cardíaca (OIE, 2010). Nos casos em que os 
bovinos atacados com a síndrome da língua azul apresentam sinais clínicos, verifica-se 
hipertermia transitória com 40-41ºC (Luigi, 2003). 
Porém, tendo em conta que as infecções em bovinos são geralmente subclínicas, muitas 
vezes, os únicos sinais da doença são as alterações na contagem de leucócitos e uma flutuação na 
temperatura corporal. Raramente, o gado tem hiperémia leve, vesículas e úlceras na boca, 
hiperémia em volta da banda coronária; hiperestesia, ou dermatite vesicular e ulcerativa. A pele 
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pode desenvolver dobras de espessura, especialmente na região cervical. As narinas externas 
podem conter erosões e exsudado ressequido. A esterilidade temporária pode ser vista em touros. 
As vacas infectadas podem dar à luz bezerros com hidranencefalia ou quistos cerebrais. O gado 
bovino que tem a doença clinicamente pode desenvolver rupturas graves nos cascos várias 
semanas após a infecção, que são normalmente seguidas pela podridão do casco. As infecções 
em cabras são geralmente subclínicas, e semelhantes à doença em bovinos (The Center for Food 
Security & Public Health, 2006). 
Segundo Bagley, (1997), podem ser consideradas três situações diferentes da BT em 
bovinos: os efeitos na reprodução; defeitos congénitos (que dão origem a bezerros fracos e com 
deformações) e gado persistentemente infectado. Um estudo sobre bovinos leiteiros em África do 
Sul mostra uma queda da produção leiteira de 42% durante um mês após a infecção (Luigi, 
2003).  
A infecção pré-natal de fetos de ovinos e bovinos num estádio inicial de desenvolvimento 
pode levar à morte embrionária. Fetos infectados durante a última fase da gestação sobrevivem e 
desenvolvem anticorpos, não ficando persistentemente infectados (Parsonson, 1992). 
Infecções fetais de bovinos, causadas por vírus da língua azul (BTV) só foram relatadas 
nos Estados Unidos e em África do Sul e têm sido associados ao uso de vacinas vivas 
modificadas (MacLachlan et al., 2000). A hidranencefalia, ausência quase completa do 
parênquima cerebral, induzida pela infecção com o vírus da língua azul vivo e modificado que 
atravessa a placenta tem sido relatada em ovinos e raramente também em bovinos nos EUA e na 
África do Sul (Vercauteren et al., 2008). Como as células precursoras neuronais e gliais só estão 
presentes em fetos muito jovens (entre 70 e 85 dias de gestação em bovinos), a ocorrência de 
hidranencefalia implica infecção por BTV muito no início da gestação (Vercauteren et al., 2008).  
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Os resultados dos fetos bovinos abortados bovinos examinados no estudo de De Clercq et 
al., (2008), demonstraram de forma inequívoca que o BTV-8 é competente para atravessar a 
barreira placentária. Para além deste, pelo menos mais quatro serótipos BTV (BTV-10, BTV-11, 
BTV-13 e BTV-17) são supostamente capazes de atravessar a placenta e provocar infecção fetal 
(Vercauteren et al., 2008).  
3.5 - Outras Possíveis Vias de Transmissão  
 
A língua azul tem sido historicamente considerada uma doença não contagiosa cuja 
transmissão é unicamente feita pelos vectores Culicoides. No entanto, vários eventos ocorreram 
durante o surto do serótipo 8 (BTV-8) no norte da Europa, que tendem a mostrar que outras vias 
de transmissão são possíveis (Thiry et al., 2006). 
O vírus da língua azul pode ser transmitido por equipamentos cirúrgicos e agulhas. É 
possível também encontrá-lo no sémen, sendo a transmissão venérea por touros uma 
possibilidade, embora não pareça ser uma das principais vias de infecção (The Center for Food 
Security & Public Health, 2006). 
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Figura 6: Ciclo de possível transmissão do BTV. (Adaptado de Purse et al., 2005). 
 
O ciclo mais comum de transmissão normal do vírus da língua azul (Figura 6) foi descrito 
por Wilson et al. (2008), como sendo os vectores infectados injectarem o vírus nos hospedeiros 
através da saliva enquanto se alimentam do seu sangue. Os hospedeiros infectados, em seguida, 
passam por um período de incubação de 2 a 4 dias (Purse et al., 2005) antes de desenvolverem 
um nível de vírus infeccioso. Os vectores que se alimentam desse hospedeiro podem ficar 
infectados. O vírus ingerido replica nos vectores infectados até atingir as glândulas salivares, 
altura em que o vector se torna infeccioso, completando-se o ciclo (Wilson et al., 2008). 
Outras possíveis formas de transmissão têm vindo a ser fonte de estudo (Figura 7) para 
além do vector e centram-se na transmissão venérea (Wrathall et al., 2006), vertical (Van de 
Sluijs et al., 2011) e horizontal (Wilson et al., 2008; Backx et al., 2009) da doença. 
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Figura 7: A transmissão do vírus da língua azul, mostrando possíveis rotas secundárias de transmissão. 
(Adaptada de Wilson et al., 2009). 
 
De acordo com Wrathall et al. (2006), as quantidades de vírus encontrado nas secreções 
dos animais infectados são muito reduzidas, não sendo geralmente a doença considerada 
contagiosa por via oral, ou via aerossóis. Porém, o BTV pode ser encontrado de forma 
esporádica no sémen de touros virémicos, sendo a sua presença associada, provavelmente, aos 
vestígios de sangue infectado com vírus que teriam saído a partir do tracto genital, e uma vez que 
a viremia desaparece, o vírus não volta a ser encontrado no sémen.  
Em relação à transmissão transplacentária e/ou por ingestão, o estudo publicado por 
Backx et al. (2009) demonstra que a transmissão transplacentária no final da gestação e a 
infecção oral do recém-nascido com o tipo selvagem BTV-8, por meio de administração de 
colostro de vacas não infectadas enriquecido com sangue infectado, são possíveis em bovinos, 
em condições experimentais. 
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A transmissão vertical do vírus da língua azul serótipo 8 em ovelhas foi também estudada 
por Van der Sluijs et al. (2011) que concluíram que é possível a sua ocorrência durante as 
diferentes fases de gestação, embora a eficácia da transmissão pareça variar para os diferentes 
estágios. A maior taxa de transmissão transplacentária foi encontrada a meio da gestação (69%) 
(70-75 dias). Esta maior taxa de transmissão pode ser explicada com base em Anderson et al. 
(1969), que apontam o maior fluxo de sangue como possível explicação para este facto.  
Ainda no estudo de Van der Sluijs et al. (2011) foram também encontradas indicações de 
transmissão horizontal através de contacto directo entre ovelhas. 
Para além das formas de transmissão acima descritas, também têm sido realizados 
estudos sobre a possibilidade de transmissão vertical do vírus entre os vectores.  
Como a maioria das espécies de Culicoides em latitudes do norte sobrevive ao Inverno na 
forma de larva, pode parecer que o mais provável mecanismo para a hibernação é a transmissão 
vertical do vírus de vectores infectados para a descendência através do desenvolvimento dos 
ovos (transmissão "transovariana") (Wilson et al., 2008).  
No entanto, no seu estudo com larvas de Culicoides sonorensis, White et al. (2005), 
mostrou que o RNA do vírus da língua azul pode ser isolado de larvas, mas que o mesmo não 
acontece com o vírus inteiro. 
 
3.6 – Medidas de controlo, segurança e prevenção da BTV 
 
As medidas de controlo do BTV estão centradas na protecção contra mosquitos, ou 
vacinação dos ruminantes. Existem medidas específicas de isolamento de animais doentes e de 
desinsectização dos animais, instalações e meios de transporte. Recorre-se também à estipulação 
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de áreas restritas situadas ao redor dos focos tendo em conta o potencial de disseminação do 
mosquito, por voo activo ou passivo (vento): as áreas restritas estendem-se num raio de 70 km 
em torno do foco do surto (FCO, 2008). 
Desde 2004, as autoridades veterinárias francesas recomendam o uso de vacinas 
inactivadas (Aumont et al., 2009). 
Segundo a Direcção Geral de Saúde e Consumidores da Comissão Europeia (2010), no 
programa de controlo e erradicação da língua Azul para Portugal em 2011 foi implementado um 
conjunto de medidas, que assegurou o controlo da propagação do vírus da língua azul. Estas 
medidas basearam-se no acompanhamento dos planos de vigilância clínica, serológica, virologia 
e entomológica, na aplicação do programa de vacinação do efectivo ovino existente no território 
nacional continental e dos bovinos entre os 3 e os 8 meses de idade nascidos a partir de 1 de 
Janeiro de 2010, com destino a reprodução ou produção, bem como na aplicação de insecticidas 
aos animais e transportes. Concomitantemente foram aplicadas restrições à movimentação dos 
efectivos bovinos onde sejam detectados animais com resultados positivos aos testes de qRTi-
PCR. 
Em Portugal, a legislação em vigor referente à doença da língua azul (BT), consta do 
Edital n.º 29 de 23 de Dezembro de 2011 (Anexo X) sobre a febre catarral ovina/língua azul, da 
responsabilidade do Director-Geral de Veterinária, na qualidade de Autoridade Sanitária 
Veterinária Nacional. O referido edital entrou em vigor imediatamente após a sua publicação, 
revogando o Edital nº 28 e veio solicitar a todas as autoridades veterinárias, policiais e 
administrativas que fiscalizem o seu integral e rigoroso cumprimento. 
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3.6.1- Vacinação 
 
Devido aos três requisitos de multi-serótipos, segurança e propriedades DIVA (seguras 
e que permitam a diferenciação entre animais vacinados e infectados), a vacinação contra o BTV 
(vírus da língua azul) pode ser uma questão difícil e controversa (Schwartz-Cornil et al., 2008). 
A imunidade cruzada entre os diferentes serótipos é baixa ou nula (Aumont et al., 2009). 
A estimulação da imunidade pela vacinação pode reduzir efectivamente a população 
susceptível aos mosquitos infectados com BTV (Technical review – Bluetongue, 2002).  
Dentro das vacinas contra o BTV constam as vacinas vivas atenuadas, as inactivadas e as 
recombinantes/nova geração. 
Com o intuito de actualizar as normas em matéria de vacinação contra a língua azul 
previstas na Directiva 2000/75/CE, que se baseavam nas «vacinas vivas modificadas» ou 
«vacinas vivas atenuadas», surgiu a Directiva do Parlamento Europeu e do Conselho adoptada 
pelo Conselho em 15 de Dezembro de 2011 (2012/C 46 E/02), a qual foi divulgada a 17 de 
Fevereiro de 2012 no Jornal Oficial da União Europeia (Anexo XI). Esta directiva vem tornar 
mais flexíveis as normas existentes, tendo em consideração o facto de estarem actualmente 
disponíveis vacinas inactivadas, que podem ser utilizadas com êxito fora das zonas sujeitas a 
restrições à movimentação de animais. 
 
3.6.2 – Controlo do vector  
 
As medidas de luta contra os vectores da língua azul podem ser classificadas segundo 
Gourreau (2009), no livro FCO como luta ecológica, que consiste em ‘todas as acções aplicadas 
sobre o ambiente para tornar o meio hostil para a população de vectores’; luta biológica, ‘que 
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tem como principio utilizar um ‘inimigo natural’ (predador ou patógeno) do vector alvo para 
diminuir as populações e assim reduzir os riscos de transmissão do agente patogénico‘ e luta 
química, ‘que se ocupa de empregar produtos químicos, de origem vegetal ou de síntese, na 
qualidade de repulsivos, atractivos, ou insecticidas’. 
Pode também considerar-se a luta mecânica como uma forma de luta contra os vectores, 
baseando-se em ‘medidas para evitar (ou reduzir) o contacto entre o hospedeiro e vector’ 
(Balenghien, 2003). 
Segundo a European Commission DG ENV de Março de 2011, com base no estudo de 
Ansari (2011), novas pesquisas sugerem que os fungos podem ser usados para controlar doenças 
comuns em gado transmitidas por insectos. 
 
3.7 - Protocolo das lavagens sanitárias recomendadas pelo IETS 
 
A Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS) classificou os agentes 
infecciosos em função do risco de transmissão por transferência embrionária, incluindo a língua 
azul na primeira categoria. Pertencem a esta categoria os agentes patogénicos para os quais o 
risco de transmissão de doenças pensa-se ser reduzido, desde que os embriões sejam tratados 
convenientemente entre a recolha e a transferência. 
Para evitar a possível contaminação, todos os embriões após a recolha são lavados 
eficazmente, devendo ser examinados atentamente e, quando necessário, todos os vestígios de 
muco ou outros detritos removidos antes da lavagem (Stringfellow, 1990).  
Os ovócitos e os embriões de mamíferos possuem um envoltório extracelular 
glicoprotéico conhecido como zona pelúcida (ZP), que tem a função de assegurar a 
especificidade das espécies no momento da fertilização, bloquear a poliespermia, assim como 
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proteger o zigoto durante os primeiros estágios do desenvolvimento As glicoproteínas que 
formam a ZP são secretadas pelo ovócito em desenvolvimento, pelas células foliculares 
associadas ao ovócito em desenvolvimento e, em alguns casos, pelas células epiteliais que 
formam o oviduto (Dunbar, 1983). 
Só os embriões cuja zona pelúcida está intacta e isenta de material aderente podem ser 
lavados eficazmente, devendo ser examinados atentamente e, quando necessário, todos os 
vestígios de muco ou outros detritos ser removidos antes da lavagem (Stringfellow D.A., 1990). 
O objectivo do controle sanitário oficial de embriões colectados in vivo destinados a 
câmbio internacional é assegurar a ausência de patógenos específicos que podem transportar 
esses embriões, e evitar a contaminação das receptoras e das suas crias (OIE, 2010).  
Quanto à redução de riscos através do uso de procedimentos acordados 
internacionalmente, o tratamento de embriões que é definido no Manual IETS consiste em (OIE, 
2011): 
a) Lavar os embriões pelo menos 10 vezes na diluição de pelo menos 1/100 entre cada 
lavagem, usando uma ponta de pipeta estéril para a transferência de embriões entre cada 
lavagem. 
b) Lavar conjuntamente os embriões da mesma dadora, sem exceder 10 por lavagem. 
c) Para a inactivação ou eliminação de alguns vírus, nomeadamente o herpesvírus-1 e o 
vírus da doença de Aujeszky, é necessário o procedimento de lavagem padrão ser modificado 
para incluir lavagens adicionais, usando por exemplo banhos com tripsina. 
d) Após a lavagem, a zona pelúcida de cada embrião deve ser examinada em toda a sua 
área de superfície com pelo menos um aumento de 50X de forma a certificar que esta intacta e 
livre de qualquer material aderente. 
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Qualquer produto biológico de origem animal utilizado na composição dos meios e 
soluções utilizados na colecta, tratamento, lavagem ou armazenamento de embriões deve estar 
livre de microrganismos patogénicos. Meios e soluções utilizadas para a colecta e 
armazenamento de embriões devem ser esterilizados. Devem ser adicionados antibióticos aos 
meios utilizados para a colecta, manipulação, lavagem e armazenamento.  
Idealmente, todo o equipamento utilizado para a colecta, manipulação, lavagem, 
congelamento e armazenamento de embriões deve, sempre que possível, ser novo ou, pelo 
menos, esterilizado antes de utilizado (OIE, 2011). 
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IV – MATERIAIS E METODOS 
 
Para a realização deste trabalho foram utilizados ovários recolhidos após o abate das 
vacas e novilhas no matadouro Sicavyl Migennes (Auxerre), independente da idade, estado do 
ciclo sexual ou de gestação. Os ovócitos recolhidos por punção folicular, através da ajuda de 
uma agulha ligada a um sistema de aspiração, constituíram um total de 1124, distribuídos por 
quatro sessões, os quais foram divididos em três grupos: 
 
Grupo I – Grupo controlo (210 ovócitos); 
Grupo II – Grupo experimental contaminado com o vírus BTV-17 (623 ovócitos) e 
BTV-8 (100 ovócitos); 
Grupo III – Grupo experimental apenas com o meio usado para a contaminação no 
Grupo II (191 ovócitos), sem a presença de vírus.  
 
Os ovócitos pertencentes ao Grupo I não sofreram qualquer tipo de contaminação, sendo 
após a classificação, tendo em conta critérios morfológicos, sido colocados directamente em 
maturação. 
Os ovócitos pertencentes ao Grupo II foram divididos em quatro grupos:  
Grupo II a) - (207 ovócitos), no qual os ovócitos foram contaminados com BTV-17 na 
concentração de 1x10
5
 TCID50/mL; 
Grupo II b) - (207 ovócitos), no qual os ovócitos foram contaminados com BTV-17 na 
concentração de 5x10
5
 TCID50/mL   
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Grupo II c) - (209 ovócitos), no qual os ovócitos foram contaminados com BTV-17 na 
concentração de100x10
5 
TCID50/mL 
Grupo II d) - (100 ovócitos), no qual os ovócitos foram contaminados com BTV-8 na 
concentração de 5x10
5
 TCID50/mL 
 
Aos ovócitos pertencentes ao Grupo III (191 ovócitos) foi-lhes adicionado o mesmo meio 
Mimimum Essential Medium (MEM), que serviu para a diluição do vírus.  
Antes de qualquer tratamento, foram retirados um total de 90 ovócitos, os quais foram 
usados para confirmar que nenhum dos animais estaria contaminado com o BTV. 
Os vírus BTV utilizados na contaminação experimental do presente trabalho tanto o 
serótipo 17 (MI-VIRO-03) como o serótipo 8, foram isolados a partir de amostras de sangue de 
bovinos que apresentaram sinais clínicos de língua azul e que se encontravam positivos para a 
PCR (qRTi-PCR) para cada um dos serótipos. Esta preparação foi efectuada no INRA da 
seguinte forma: 
Primeiramente foram inoculados ovos de galinha, embrionados com uma preparação de 
células vermelhas do sangue. Após um período de incubação de dois a sete dias, os ovos 
inoculados foram abertos e os embriões que mostravam aparência hemorrágica foram esmagados 
em meio contendo antibióticos. O homogenato obtido foi então inoculado em células BHK-21 e 
estas cultivadas por vinte e quatro horas. O BTV-17 e BTV-8 foram separadamente postos em 
suspensão em MEM, de forma a poderem ser utilizados no presente trabalho. 
O material foi manipulado e analisado no laboratório de Fertilização in vitro (FIV) da 
UNCEIA localizado em Maisons-Alfort, Paris.  
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4.1 - Produção de embriões in vitro: 
 
A produção de embriões in vitro (PIV) envolveu três fases: maturação in vitro (MIV), 
fertilização in vitro (FIV) e desenvolvimento in vitro (DIV) que permitiu obter, a partir de 
ovócitos imaturos, embriões no estado de mórula ou blastócito, transferíveis para receptoras. 
 
4.1.1 -Recolha e Maturação de ovócitos in vitro 
 
Os ovários foram colectados no matadouro de Sicavyl de Migennes (Auxerre), sob 
supervisão veterinária, e enviados para o laboratório em solução salina (Euro-Flush) contendo 
antibióticos (sulfato de kanamicina 50 mg/L), a uma temperatura de 28 C °. 
O conteúdo dos folículos de diâmetro entre 2 a 6 mm foi então aspirado em câmara de 
fluxo laminar, para um tubo de 50 mL com 1 mL de meio de colecta, por uma agulha ligada a um 
sistema de aspiração.  
Após um período de repouso de alguns minutos que permitiu a sedimentação dos 
ovócitos, procedeu-se à diluição do sedimento, constituído por células da granulosa e ovócitos 
rodeados por células do cumulus, numa placa de petri com meio de colecta (Meio 199 
tamponado em hepes (Gibco) com Nistatina, gentamicina e soro fetal de bezerro (SVF)).  
Os complexos cumulus-ovócitos (COC) foram classificados com base no seu aspecto 
morfológico em A, B, C e D de acordo com a classificação de Wurth et al. em que: 
- COC A - ovócito com cumulus brilhante e expandido; 
- COC B - ovócito com cumulus expandido, mas com menos células e mais escuras que o 
anterior; 
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- COC C - ovócito com cumulus exageradamente expandido com células degeneradas, 
formando aglomerados mais escuros; 
- COC D - ovócito desnudado, com a zona pelúcida exposta. 
Apenas foram seleccionados para a maturação os COCs que evidenciavam um citoplasma 
uniformemente granuloso, rodeados de 3 a 4 camadas compactas de células do cumulus, não 
expandidas (COCs A, B e C), os quais foram submetidos a duas lavagens sucessivas num meio 
de colecta e a uma em meio de maturação (Meio 199 Hepes (Gibco 22340-012) suplementado 
com soro fetal de bezerro (FCS), antibiótico, gentamicina, factor de hormonas hipofisárias 
LH/FSH, hormona esteroidiana (Estradiol 17ß) e factor de crescimento (EGF). A maturação dos 
ovócitos teve lugar numa placa de 4 poços (Nunc) estéril cada uma com 500μl de meio de 
maturação, (com água destilada estéril no espaço entre os 4 poços). 
Os COCs foram divididos em grupos de 50 para cada um dos poços das placas e 
incubados por 22-24 horas em estufa a 38,5°C e com 5% de CO2 no ar. 
 
4.1.2 - Capacitação in vitro de sémen de bovino 
 
Foram utilizadas palhinhas de sémen congelado em azoto líquido a -196ºC sempre do 
mesmo touro. A descongelação da palhinha de sémen foi realizada pondo a mesma em banho-
maria de 37,5ºC por 40 segundos, limpando-se em seguida esterilmente a água sobre a palhinha, 
o sémen foi colocado sobre um gradiente de BoviPure™. e centrifugou-se durante 20 minutos a 
500g à temperatura ambiente. Posteriormente, com a ajuda de uma pipeta de Pasteur tirou-se o 
sobrenadante deixando um mínimo de meio e pôs-se novamente em suspensão. 
De forma a proceder à contagem de espermatozóides, retiraram-se 5µL da suspensão de 
spz e adicionaram-se 95µL de água destilada (diluição 1/20) para contagem numa Câmara de 
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Neubauer. A quantidade de sémen a colocar em cada poço da placa de FIV foi calculada de 
acordo com o número de espermatozóides obtidos na contagem, de forma a obter a concentração 
final de 1 milhão/mL. 
 
4.1.3 - Fertilização in vitro  
 
Após 22 a 24 horas de maturação in vitro (MIV), os COCs foram lavados em meio de 
fertilização à base de TALP (Tyrode's albumin lactate pyruvate) com BSA (bovine serum 
albumin) e PHE (penicillamine, hypotaurine e epinephrine), que estimula a motilidade dos 
espermatozóides (SPZ). 
Para a fertilização apenas se usaram os complexos cumulus-ovócito (COCs) que 
apresentaram um ooplasma uniforme ou regular, evidenciando um grau elevado de expansão das 
células do cumulus. 
A fertilização dos ovócitos teve então lugar em placas de fertilização in vitro (FIV), com 
quatro poços contendo meio de fertilização e uma gota de água destilada estéril no espaço entre 
os respectivos 4 poços da placa de FIV (Plaque multidish 4 puits, Nunc), as quais foram 
previamente equilibradas na estufa incubadora a 38,5ºC, com 5% de CO2 no ar, durante pelo 
menos duas horas. 
A co-incubação com os ovócitos realizou-se por 18 horas numa estufa a 38,5ºC, com 5% 
de CO2 no ar.  
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4.1.4 - Cultura de embriões in vitro 
 
Findo o período de incubação os presumíveis zigotos foram mecanicamente desnudados 
por movimentos repetidos de pipetagem em vai e vem e lavados em meio de cultura mSOF, 
(Synthetic Oviduct fluid modificado) com BSA (bovine serum albumin), Nistatina e 
Gentamicina. Posteriormente à lavagem com meio de cultura, colocaram-se em microgotas (50 
por microgota) em placas de quatro poços (Plaque multidish 4 puits, Nunc) cobertas por 450μL 
de óleo mineral (Sigma-M4810). Os zigotos foram assim incubados até ao sétimo dia numa 
estufa incubadora a 38,5°C com 5% de CO2 no ar.  
 
4.1.5 – Clivagem 
 
No quarto dia após a punção dos ovários, realizou-se a clivagem dos supostos zigotos, 
pelo que se colocaram 500µL de NaCl 0,9% estéril por poço de uma Placa de Nunc (Plaque 
multidish 4 puits, Nunc) e seleccionaram-se os não clivados, os quais foram colocados em NaCl 
e posteriormente retirados com uma quantidade mínima de NaCl e postos noutro poço da Placa 
de Nunc com cerca de 500µL de fixador. A placa foi selada com fita-adesiva e colocada no 
frigorífico, tendo os resultados sido lidos no dia seguinte e classificados os supostos zigotos não 
clivados como: imaturos, parcialmente maduros, maduros, partogenéticos, fecundados e 
polispérmicos, a decorrer a 1° divisão ou ininterpretáveis a leitura. 
Assim, pode dizer-se que: 
- Número de ovos penetrados = número de ovos segmentados + número de ovos 
fecundados + ovos polispérmicos; 
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- Percentagem de ovos penetrados = número de ovos penetrados ÷ número de ovócitos 
inseminados * 100; 
- Percentagem de ovos segmentados = número de ovos segmentados ÷ número de ovos 
penetrados * 100. 
 
4.2 - Contaminação experimental com o serótipo BTV-17: 
 
No presente estudo fizeram-se três manipulações de inoculação com o serótipo 17 do 
vírus da língua azul (BTV-17) e uma inoculação com o vírus BTV-8. Realizadas antes da fase de 
maturação in vitro, as inoculações fizeram-se nas concentrações de 1x10
5
 TCID50/mL, 5x10
5
 
TCID50/mL e 100x10
5
 TCID50/mL, para o BTV-17 e 5x10
5
 TCID50/mL para o BTV-8 em meio 
Minimal Essencial Medium (MEM), durante 1 hora a 37 C° numa estufa com 5% de CO2.  
Depois de 1 hora, os ovócitos foram submetidos a duas lavagens em meio de colecta e 
uma em meio de maturação, sendo em seguida, colocados em cultura por 22 horas a 38,5°C em 
estufa com 5% de CO2 no ar. 
 
4.3 - Procedimento de lavagens sanitárias recomendado pelo IETS 
 
Efectuaram-se dez lavagens no sétimo dia após os embriões terem sido postos em cultura.  
As lavagens a que os embriões de bovino produzidos in vitro e experimentalmente 
infectados pelo vírus da língua azul (BTV) foram sujeitos, basearam-se nas estipuladas pelo 
protocolo padrão do IETS sem recurso à tripsina. 
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Procedeu-se à pipetagem, com o auxílio de uma macropipeta electrónica, de 2mL de 
solução Phosphate Buffered Saline (PBS) taponada e 0,4% de bovine serum albumin (BSA) para 
grupos de dez placas de Petri descartáveis 60x15mm (estéreis e sem divisão). 
Os embriões foram passados sucessivamente pelas lavagens, sendo mudada a ponta da 
pipeta entra cada lavagem e fazendo-se a transferência dos embriões de uma lavagem para a 
seguinte, de uma só vez. 
 
4.3. 1 - Recolha e armazenamento de amostras de sanitárias 
 
Uma amostra de ovócitos e fluido folicular obtidos por aspiração folicular de lotes de 
ovários recuperados no matadouro foi usada para certificar a ausência à partida de agentes 
patogénicos na população de ovócitos. 
Para além destas amostras e, para fins de controlo de qualidade, recolheram-se e 
analisaram-se seguintes amostras na quantidade de 1mL:  
- Ambiente de contaminação;  
- Meio de colecta (2 lavagens);  
- Meio de maturação (Meio 199 Hepes (Gibco 22340-012)) antes (1 lavagem) e após 22 
horas incubação;  
- Meio de fertilização in vitro (TALP) antes (2 lavagens) e depois de 18 horas de 
fertilização;  
- Células do cumulus e 10 embriões após a fertilização;  
- Meio de cultura (SOF) antes (2 lavagem) e depois de 7 dias de cultura;  
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- Três primeiras e três últimas lavagens sanitárias das séries de dez lavagens efectuadas 
para cada série de 10 embriões; 
- Os embriões lavados. 
As amostras foram colectadas logo após as manipulações para microtubos de 1.5mL 
(1.5ml Micro Centrifuge Tube) e congeladas a -20°C antes de serem analisadas por qRTi-PCR 
para detectar a presença de genoma viral e avaliar a eficácia das lavagens sanitárias postas em 
prática. 
 
4.4 - Detecção do genoma viral 
 
As técnicas moleculares (qRTi-PCR) têm sido desenvolvidas nos últimos anos, servindo 
para amplificar o ribonucleic acid (RNA) viral genómico a partir de amostras clínicas (incluindo 
o sangue). 
O genoma do vírus da língua azul é composto por 10 segmentos de RNA de cadeia dupla 
e de diferentes tamanhos. Alguns destes segmentos são comuns aos diferentes serótipos virais, 
enquanto outros variam de acordo com o vírus. 
Recorreu-se ao sequenciamento de segmentos de RNA que compõem o genoma viral para 
seleccionar os primers utilizados nos ensaios subsequentes de polymerase chain reaction (PCR). 
Os primers derivados de segmentos conservados, tais como aqueles que codificam as 
proteínas do capsídeo viral VP3 (segmento 3), VP6 (segmento 6), VP7 (segmento 7) ou proteínas 
não estruturais NS1, podem ser usados para fazer um grupo de diagnóstico, ou seja, a detecção 
do genoma da língua azul vírus e/ou EHD (doença hemorrágica epizoótica dos veados). 
Os primers derivados de segmentos variáveis, como os que codificam a superfície externa 
das proteínas VP2 (segmento 2) ou da proteína não-estrutural NS3 (segmento 10), forneceram 
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informações sobre o serótipo, usado para o desenvolvimento de testes de tipificação diferencial 
(Zientara S. et al., 2002). 
A qRTi-PCR é uma técnica que combina a transcrição inversa do RNA (RT, transcriptase 
reversa) a uma amplificação génica (PCR, reacção em cadeia polymersae). 
O cDNA (Complementary Deoxyribonucleic acid) foi sintetizado por uma DNA 
polimerase dependente de RNA (a transciptase inversa) e amplificado por qRTi-PCR (ou 
quantitative real-time PCR). A PCR pode servir como quantitativo para medição da carga viral 
através da medição do número de amplicons (porção de DNA definida por um par de primers) 
produzidos durante a reacção, sendo essa quantidade proporcional ao número de cópias presentes 
no tubo no começo da reacção (Viville, J-S., 2010).  
Na realização deste trabalho utilizou-se o Kit TaqVet® Bluetongue Vírus All Genotypes. 
 
4.4.1 - Extracção e purificação de RNA viral 
 
A extracção do RNA foi feita em coluna, recorrendo ao kit QIAGEN QIAamp viral RNA 
mini kit (ref : 52904 ou 52906). 
De acordo com o protocolo fornecido pelo protocolo da LSI (Laboratoire service 
international, 2011) para o Kit TaqVet
®
 BTVM – All genotype, da extracção do RNA constam a 
extracção do NCS (controlo negativo), preparação do tampão RNA-AVE e do tampão lise (TL). 
A extracção do NCS consistiu em extrair 100µL de água livre de RNase.  
Para a preparação do tampão RNA-AVE adicionaram-se 310µL de tampão AVE 
fornecido com o kit de extracção num tubo de RNA transportador (5 tubos por kit para 250 
reacções) e passou-se brevemente pelo vórtex e pela centrífuga. 
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O tampão de RNA-AVE pode ser armazenado a -20°C entre cada série de extracção, mas 
não deve ser descongelado mais do que 3 vezes. 
No caso do TL, no momento da extracção, o tampão fornecido pelo kit de extracção AVL 
foi aquecido antes de utilizado (5 minutos a 80°C) de forma a garantir a sua homogeneização 
(ausência de cristais). 
A quantidade de tampão a preparar para as amostras (N) existentes foi calculada pela 
fórmula (N +3) x 560µl para o tampão AVL e (N +3) * 5,6µL para a quantidade de tampão RNA 
– AVE a adicionar. 
Preparou-se tampão lise (TL) para 1.5mL de tampão AVL (Viral lysis) e 100µL da 
amostra e efectuou-se uma centrifugação rápida. Ao adicionar ao tubo uma quantidade de 560μL 
de etanol 100% centrifugou-se para obter a lise da amostra.  
Fez-se uma lavagem com a ajuda de 500μL dos tampões de lavagem AW1 e AW2 
(reconstituídos), sucessivamente, para eliminar o álcool. Seguiu-se uma secagem da membrana 
de sílica por centrifugação durante 3 minutos a 10000g.  
A recuperação do extracto de RNA foi realizada após a distribuição de 40μL de Buffer 
AVE do Kit QIAamp Viral dentro dos microtubos de 1,5µL, com uma centrifugação de cerca 2 
minutos a 6000g e armazenamento de microtubos em gelo a 4°C. 
 
4.4.2 – A desnaturação e amplificação de RNA Viral: desnaturação e amplificação 
 
A desnaturação e amplificação da dupla-hélice do RNA viral do vírus da língua azul 
(BTV) foram feitas através de um aparelho de quantitative real-time PCR. 
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Recorreu-se a um termociclador (Abi-Prism 7500 fast Time PCR-System), de alta 
tecnologia fornecido pelo Appield Boisystems e validado pelo LSI, acoplado a um 
espectroflurimetro (sistema óptico de detecção das sondas que não fluorescem após a sua fixação 
ao DNA gerado nas reacções de quantitative real-time PCR). 
Uma vez que a quantidade de DNA permite às sondas fluorescentes excederem o limite, 
temos um número de ciclos de PCR denominado Ct (Cycle Threshold ou ciclo limite). O Ct é o 
número de ciclos de replicação necessários antes dos fragmentos do genoma amplificados 
atingirem o limite de onde pode ser detectado (Germanique L.A., 2010). O valor de Ct é a base 
dos cálculos para quantificar o DNA em termos absolutos ou relativos.  
A desnaturação foi feita para todas as amostras, incluindo controlos negativos de 
extracção e controlos positivos de qRTi-PCR. Para a desnaturação do RNA colocaram-se 20µL 
de amostra (RNA viral) em cada poço de uma placa de 96 poços. Vedaram-se os poços e fez-se 
uma centrifugação rápida à placa. Aqueceu-se por 3 minutos a 95°C no termociclador. Em 
seguida, centrifugou-se novamente (alguns minutos a 2500g a 4°C) e colocou-se a placa no gelo 
picado (4°C) até ao seu uso.  
O RNA desnaturado foi armazenado a 4°C, visto que a amplificação foi realizada 
imediatamente a seguir à desnaturação. 
A amplificação, hibridação e o alongamento, foram conduzidos ao mesmo tempo após a 
programação do termociclador depois de se porem 5µL de RNA viral desnaturado em cada placa 
de 96 poços contendo 20µL de Mix BTV (pronto a usar). A placa foi coberta por uma película 
adesiva transparente adaptada e começou-se a amplificação de acordo com as indicações 
presentes no seguinte quadro (Quadro 1): 
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Quadro 1: Etapas do programa de amplificação de qRTi-PCR. 
 
Etapa Temperatura e duração Características N.º de ciclos 
Etapa 1 45°C - 10 minutos - etapa de qRTi-PCR 
- produção de DNA complementar a partir de 
RNA viral desnaturado 
1 
Etapa 2 95C° - 10 minutos - etapa de desnaturação das dupla hélices de 
DNA complementares e de activação da Taq 
Polimerase 
1 
Etapa 3 95°C - 15 segundos 
(desnaturação) 
60°C - 45 segundos  
(elongação) 
- etapa de hibridação fixação dos primers e 
elongação 
(a leitura de fluorescência é efectuada durante a 
fase de elongação) 
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4.4.3 - Interpretação dos resultados da qRTi-PCR 
 
A reacção de polimerização em cadeia (PCR) tem sido uma ferramenta essencial em 
biologia molecular e a sua aplicação na detecção dos ácidos nucleícos revolucionou a análise 
quantitativa dos genes e dos seus mensageiros. Este conceito tecnológico evoluiu rapidamente no 
decorrer dos últimos anos, e o número crescente das aplicações quantitativas da PCR contribuiu 
para o desenvolvimento da quantitative real-time PCR (qRTi-PCR) (Tse C. et al., 2005). 
Na Europa o qRTi-PCR é o método de referência para a identificação do genoma do 
BTV. É mais rápido do que o PCR convencional, permite a redução da contaminação e a 
automatização das manobras (Germanique L.A., 2010). 
Segundo o quadro abaixo, adaptada do protocolo da LSI (Laboratoire service 
international, 2011), é possível classificar os resultados como positivos, inconclusivos, negativos 
e não válidos. 
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Quadro 2: Interpretação dos resultados de qRTi-PCR (Adaptado de LSI, 2011). 
 Ct Mix BTVM 
Interpretação “Detector” BTVM / λ=530nM “Detector” IPC / λ=560nM 
Positivo  Ct < 34 Ct < 30 
Inconclusivo 40 ≥ Ct ≥ 34  Ct < 30 
Negativo  Ct > 40 Ct < 30 
Não válido Ct > 40 Ct ≥ 30 
 
Neste trabalho analisaram-se amostras de meios e de material genético, tendo-se 
classificado as amostras exactamente de acordo com o Quadro 2. 
No caso de Ct ser maior que 34 e menor de 40 (resultado inconclusivo), significa que no 
caso da amostra ser referente a um animal cujo estado clínico se pretende determinar, tal não 
pode ser definido, pois a infecção pode ser muito recente (início viremia) ou muito antiga (há 
detecção do genoma do BTV até 200 dias após a infecção), sendo que neste último caso, o vírus 
já não é infeccioso. 
No capítulo dos resultados, todos os valores considerados tiveram menos que três desvios 
padrões e todos os controlos internos (IPC) deram todos valores de Ct inferiores a 30 (19-23). 
 
4.5- Análise estatística 
 
Para determinar se as lavagens foram ou não eficientes para a descontaminação do vírus 
nos embriões ao fim de 7 dias em cultura, foram realizadas análises estatísticas dos resultados em 
Ct (qRTi-PCR) para os diferentes líquidos de lavagens e dos próprios embriões. Foi realizada a 
análise de variância (ANOVA) associada aos testes de Tukey HSD e ao teste da menor diferença 
significativa (LSD). Para testar a homogeneidade das variâncias foi utilizado o teste de Levene. 
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V. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A transferência de embriões, realizada com sucesso pela primeira vez por Walter Heape 
em 1890, começou como uma ferramenta de investigação científica, tendo a primeira empresa 
comercial de transferência de embriões em bovinos sido criada no início de 1970 (Betteridg, 
2003). Actualmente, a produção in vitro de embriões de mamíferos domésticos de interesse 
económico, por meio das técnicas de maturação, fertilização e cultivo in vitro, apresenta-se como 
uma importante biotécnica de reprodução, a qual está associada ao aumento da produtividade na 
produção animal, independentemente das espécies exploradas. Tratando-se duma técnica a nível 
comercial, a qual envolve circulação de material genético, entre diferentes países, o controlo 
sanitário oficial dos embriões produzidos in vitro e in vivo destinados a serem implantados em 
animais vivos, tem que garantir que organismos patogénicos que eventualmente possam estar 
associados aos embriões, sejam controlados e a transmissão de infecções aos animais destinatário 
e prole seja evitada ( OIE, 2011). 
Nas Figuras 8, 9, 10, 11 e 12 são apresentados os resultados obtidos das corridas em 
qRTi-PCR para as diferentes inoculações e diferentes concentrações do vírus BTV-17 e BTV-8. 
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Como pode ser observado nas figuras 8, 9, 10 e 11 nas duas primeiras etapas, referentes 
ao fluido folicular (A) e às amostras de ovócitos puncionados (B), não foi identificada a presença 
do vírus BTV 7 (Ct = 41). As amostras onde se observou o máximo da detecção do vírus foram 
as referentes ao momento da contaminação (C) com os valores de Cts de 27,2; 24,7; 16,2 e 22, 
respectivamente, para as concentrações de 1x10
5
 TCID50/mL BTV-17; 5x10
5
 TCID50/mL BTV-
17; 5x10
5
 TCID50/mL BTV-8 e 100x10
5
 TCID50/mL BTV-17. Como resultado das lavagens, 
pode constatar-se que, aquando das 2 lavagens em meio de colecta (D e E), de maturação (F) e, 
A- Fluido folicular; 
B- Amostras de oócitos;  
C- Meio de contaminação;  
D- Meio de colecta n.º1;  
E- Meio de colecta n.º2;  
F- Meio de maturação;  
G- Meio de maturação após 22h;  
H- Meio de FIV 1;  
I- Meio de FIV 2;  
J- Células do cumulus após FIV;  
K- Meio de FIV  após 18h;  
M- 10 zigotos após a FIV;  
N- Meio de SOF  1;  
O- Meio de SOF  2;  
P- Meio de cultura (após 7 dias) 
 
Figura 8: Resultados em Ct da qRTi-PCR da presença ou ausência de vírus para 1x10
5
 TCID50/mL BTV-17. 
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as duas em meio de FIV (H e I) os valores de Ct aumentam, logo podemos dizer que a 
concentração de vírus diminuiu. 
Em relação ao meio de maturação e FIV, respectivamente 22-24 horas de maturação (F), 
e 18h de FIV (K), verificaram-se valores de Ct menores, o que significa um aumento de 
partículas virais na amostra. 
Nota-se também valores mais baixos de Ct no que refere às células do cumulus (J), o que 
é de esperar já que se pensa que é a elas que o vírus se fixa. O meio de FIV (K) regista no 
entanto valores muito semelhantes aos das células do cumulus. 
Os zigotos após a FIV (M) encontraram-se positivos para a presença do vírus (Ct = 32,5, 
Figura 8). 
Após 7 dias de cultivo (P), a presença do vírus no meio ainda foi positiva, apesar das 
lavagens efectuadas com SOF (N e O) e de se terem removido as células do cumulus (J). 
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Pela Figura 9, onde são apresentados os resultados de 5x10
5
 TCID50/mL BTV-17, pode 
observar-se que aquando das 2 lavagens em meio de colecta (D e E), de maturação (F) e, as duas 
em meio de FIV (H e I) os valores de Ct aumentaram, logo podemos dizer que a concentração de 
vírus diminuiu ligeiramente, passando os resultados, no caso do meio de FIV (H e I) para 
inconclusivos. 
Como é possível constatar na Figura 9, em relação ao meio de maturação, tanto o período 
de 22 - 24 horas de maturação (G), como no de 18h de FIV (K) testados, verificaram-se valores 
de Ct menores, o que significa um aumento de partículas virais na amostra. 
A- Fluido folicular; 
B- Amostras de oócitos;  
C- Meio de contaminação;  
D- Meio de colecta n.º1;  
E- Meio de colecta n.º2;  
F- Meio de maturação;  
G- Meio de maturação após 22h;  
H- Meio de FIV 1;  
I- Meio de FIV 2;  
J- Células do cumulus após FIV;  
K- Meio de FIV  após 18h;  
M- 10 zigotos após a FIV;  
N- Meio de SOF  1;  
O- Meio de SOF  2;  
P- Meio de cultura (após 7 dias) 
Figura 9: Resultados em Ct da qRTi-PCR da presença ou ausência de vírus 5x10
5
 TCID50/mL BTV-17. 
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Notam-se também valores mais baixos de Ct no que refere às células do cumulus (J). O 
meio de FIV (K) registou, no entanto, valores muito semelhantes aos das células do cumulus. 
Os zigotos após a FIV (M) encontraram-se positivos quanto à presença do vírus (Ct = 33, 
Figura 9). 
Após 7 dias de cultivo (P), a presença do vírus ainda foi positiva, apesar das lavagens 
efectuadas com SOF (N e O), nas quais não se verificou a presença do vírus no meio, e de terem 
sido removidas as células do cumulus (J). 
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A- Fluido folicular; 
B- Amostras de oócitos;  
C- Meio de contaminação;  
D- Meio de colecta n.º1;  
E- Meio de colecta n.º2;  
F- Meio de maturação;  
G- Meio de maturação após 22h;  
H- Meio de FIV 1;  
I- Meio de FIV 2;  
J- Células do cumulus após FIV;  
K- Meio de FIV  após 18h;  
M- 10 zigotos após a FIV;  
N- Meio de SOF  1;  
O- Meio de SOF  2;  
P- Meio de cultura (após 7 dias) 
 
Figura 10: Resultados em Ct da qRTi-PCR da presença ou ausência de vírus para 5x105 TCID50/mL BTV-8. 
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Para a concentração de 5x10
5
 TCID50/mL BTV-8, observou-se que nas duas lavagens em 
meio de colecta (D e E), de maturação (F) e a primeira em meio de FIV (H) (Figura 10), que os 
valores de Ct aumentaram, logo podemos dizer que a concentração de vírus diminuiu 
ligeiramente. No caso da amostra correspondente ao segundo meio de lavagem FIV, observou-se 
uma ligeira diminuição de 25 para 24,6 Cts. 
Como é possível voltar a constatar, em relação ao meio de maturação, tanto o período de 
22 - 24 horas de maturação (G), como no de 18h de FIV (K) testados, observaram-se valores de 
Ct menores, o que significa um aumento de partículas virais nas amostras. 
Como nas figuras anteriores, também se notam valores mais baixos de Ct no que refere às 
células do cumulus (J). O meio de FIV (K) registou no entanto valores muito semelhantes aos 
das células do cumulus. Os zigotos após a FIV (M) encontram-se positivos quanto à presença do 
vírus (Ct = 30,6, Figura 10).  
Mais uma vez, e como observado para o serótipo 17 do vírus, após 7 dias de cultivo (P), a 
presença do vírus no meio ainda é positiva, apesar das lavagens efectuadas com SOF (N e O), 
nas quais não se verificou a presença do vírus, e de terem sido removidas as células do cumulus 
(J). 
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Na Figura 11, aquando das duas lavagens em meio de colecta (D e E), de maturação (F) 
e, as duas em meio de FIV (H e I) observa-se que os valores de Ct aumentam, logo podemos 
dizer que a concentração de vírus diminui ligeiramente, passando os resultados, no caso meio de 
FIV (H e I) para inconclusivos. 
É possível constatar novamente, em relação ao meio de maturação, tanto o período de 22 
- 24 horas de maturação (G), como no de 18h de FIV (K) testados, valores de Ct menores, o que 
significa um aumento de partículas vírus na amostra. 
A- Fluido folicular; 
B- Amostras de oócitos;  
C- Meio de contaminação;  
D- Meio de colecta n.º1;  
E- Meio de colecta n.º2;  
F- Meio de maturação;  
G- Meio de maturação após 22h;  
H- Meio de FIV 1;  
I- Meio de FIV 2;  
J- Células do cumulus após FIV;  
K- Meio de FIV  após 18h;  
M- 10 zigotos após a FIV;  
N- Meio de SOF  1;  
O- Meio de SOF  2;  
P- Meio de cultura (após 7 dias) 
Figura 11: Resultados em Ct da qRTi-PCR da presença ou ausência de vírus para 100x10
5
 TCID50/mL 
BTV-17. 
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Notam-se também, mais uma vez, que os valores mais baixos de Ct no que refere às 
células do cumulus (J), o que é de esperar já que se pensa que é a elas que o vírus se fixa. O meio 
de FIV (K) regista no entanto valores muito semelhantes aos das células do cumulus. 
Os zigotos após a FIV (M) encontram-se inconclusivos quanto à presença do vírus (Ct = 
34,7, Figura 11). 
Após 7 dias de cultivo (P), tal como nas 3 figuras anteriores, a presença do vírus no meio 
ainda é positiva, apesar das lavagens efectuadas com SOF (N e O), nas quais não se verificou a 
presença do vírus, e de terem sido removidas as células do cumulus (J). 
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Figura 12: Resultados em Ct da qRTi-PCR, da presença ou ausência de vírus BTV de acordo com as 
diferentes concentrações de BTV, no líquido de lavagem, nas três primeiras e três últimas lavagens 
sanitárias e nos embriões após os procedimentos de lavagem sanitários recomendados pela IETS. 
 
De acordo com a Figura 12 pode ver-se que os meios das lavagens sanitárias 
apresentaram-se negativos para o BTV, à excepção do 5X10
5
 TCID50/mL BTV–8, em que a 
41 
45 
 
primeira lavagem se apresenta, positiva enquanto que as duas seguintes se apresentam 
inconclusivas. 
Após as dez lavagens sanitárias os embriões contaminados com 5X10
5
 TCID50/mL BTV 
–8, apresentaram resultado positivo para a presença do vírus, tendo sido inclusivos para a 
concentração de 1X10
5
 TCID50/mL BTV-17 e 100x10
5
 TCID50/mL BTV-17 e negativos para 
5X10
5 
TCID50/mL BTV-17 (Figura 12). 
Alguns estudos dentro desta área já têm vindo a ser desenvolvidos, nomeadamente para 
outros serótipos. Thomas et al, (1985) verificou no seu estudo, que é possível obter facilmente 
bezerros livres de BTV a partir do uso de sémen positivo para BTV. 
No EFSA Journal 2011 no artigo referente à opinião científica sobre o BTV-8 (Vannier et 
al., 2011) é feita uma revisão da literatura existente, pelo que é possível afirmar que actualmente, 
três características especiais podem ser atribuídas a BTV-8: a capacidade de causar doença grave 
em bovinos e caprinos, a capacidade de ser transmitidos transplacentariamente e a capacidade 
para contaminar sémen. Mais pesquisas são necessárias para determinar se a transmissão oral 
e/ou se a transmissão através de transferência de embriões é mais propensa a ocorrer por BTV-8 
do que para outros serótipos BTV.  
Um estudo in vitro de Al Ahmad et al. (2011) mostrou que o procedimento de lavagem 
IETS não conseguiu remover completamente o BTV-8 da zona pelúcida intacta de embriões 
caprinos. Sendo que, actualmente, não se sabe se este facto é específico para o BTV-8, ou se 
também se aplica a outros serótipos de BTV, daí neste estudo se ter realizado a contaminação 
com BTV-8, como elemento de comparação. Porém, segundo o artigo, em geral, os animais 
receptores não mostraram evidência de infecção depois de receber os embriões de dadoras 
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infectadas, à excepção de um estudo com BTV-11 em que as novilhas beneficiárias apresentaram 
soroconversão. 
Foi também demonstrado que o tratamento, com tripsina, de embriões produzidos in vivo, 
em que a zona pelúcida está intacta, é eficaz na remoção ou inactivação de vírus que parecem 
unir-se ou aderir à zona pelúcida após exposição in vitro (Stringfellow, 1990). Tal facto leva a 
pensar que também seria de interesse futuramente desenvolver um estudo com vista a 
compreender a interacção do serótipo 17 do vírus da língua azul (BTV-17) no ovócito, 
nomeadamente onde se fixa e se penetra a zona pelúcida mesmo que esta se encontre intacta. 
No total, 234 embriões foram produzidos no grupo controlo, no contaminado com BTV-
17 e no grupo em que os ovócitos foram cultivados em MEM. Para o grupo em que os ovócitos 
foram contaminados com BTV-8, um total de 20 embriões foi produzido.  
A análise estatística dos dados do desenvolvimento dos embriões até o dia sete não foi 
estatisticamente significativa para os diferentes tratamentos (Quadro 3). Isso significa que o vírus 
da língua azul não afectou o desenvolvimento dos embriões até blastócisto, o que vem de 
encontro ao já afirmado por Singh et al. (1982) e Tsuboi et al. (1997). 
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Quadro 3: Resultados da Média ± DP, relativos ao desenvolvimento dos embriões nos diferentes 
tratamentos. Cada valor representa a média ± desvio padrão dos resultados de 4 manipulações (P>0.05). 
 
 Média ± DP 
Amostras 
n.º de 
ovócitos 
maturados 
Taxa de 
fertilização 
Taxa de 
clivagem 
Taxa de 
embriões 
Grupo Controlo (Grupo I) 210 90,6 ±3,4 78,0 ±8,2 25,0 ±8,8 
Grupo experimental em meio MEM e 
contaminado com BTV-17 (Grupo II - 
a), b) e c)) 
623 88,8 ±5,2 78,2 ±11,4 21,2 ±6,6 
Grupo experimental em meio MEM 
(Grupo III) 
191 86,6 ±5,2 74,5 ±7,3 19,1 ±6,2 
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VI. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
Devido principalmente às restrições comerciais que limitam a capacidade de exportação 
para países livres do vírus da língua azul, a doença acaba por apresentar maior impacto pelo seu 
efeito sobre o comércio internacional de animais e de germoplasma do que pelos efeitos clínicos 
da infecção sobre o efectivo animal. Assim, esforços contínuos são necessários para reduzir ao 
mínimo o risco de transmissão de doenças por via da IA (inseminação artificial) ou da TE 
(transferência de embriões). 
Com a realização deste trabalho concluiu-se que: 
- O vírus contamina os ovócitos utilizados na produção de embriões in vitro, mesmo estes 
tendo a zona pelúcida intacta; 
- As 10 lavagens do protocolo IETS antes da transferência não são suficientes para que o 
vírus seja eliminado dos embriões; 
- O vírus BTV-17 não afecta a fertilização e o desenvolvimento do zigoto, nas 
concentrações testadas, até ao 7º dia; 
- O vírus não sendo eliminado nas lavagens e não afectando o desenvolvimento do 
embrião pode ser fonte de infecção cruzada via TE em animais sãos. 
Ter-se ia de repetir em maior número as manipulações e testar outros meios de lavagem 
como por exemplo a tripsina, para aferir até que ponto o uso da mesma pode ser eficiente na 
remoção do vírus do BTV dos embriões para transferência, bem como a sua influência na 
viabilidade dos embriões após lavagem. 
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Seria de interesse futuramente desenvolver um estudo com vista a compreender a 
interacção do serótipo 17 do vírus da língua azul (BTV-17) no ovócito, nomeadamente onde se 
fixa e se penetra a zona pelúcida mesmo que esta se encontre intacta. 
Averiguar se o vírus, embora não influenciando o desenvolvimento dos embriões até ao 
sétimo dia, se tem efeito na qualidade dos mesmos ao longo dos diferentes estádios de 
desenvolvimento. 
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ANEXOS 
 
Anexo I _ PBS - Phosphate Buffered Saline 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Composição Quantidade 
CaCl2 0,10g/L 
KCl 0,20g/L 
KH2PO4 0,20g/L 
MgCl26H20 0,10g/L 
NaCl 8g/L 
Na2HPO47H20 2,16g/L 
+ 
Sulfato de kanamicina 0,05mg/L 
Albumina sérica bovina 0,15% (p/v) 
II 
 
Anexo II _ Meio de Colecta dos Ovócitos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo III _ Meio de Maturação 
Composição Quantidade 
199 Hepes 8,5mL 
SVH 1,5mL 
Gentamicina  100µL 
E217β 10µL 
EGF 10µL 
FSH/LH ou LH 100µL ou 10µL 
Filtro steriflip 
Estufa Gaseificada com CO2 
 
Composição Quantidade 
CaCl2 0,10g/L 
KCl 0,20g/L 
KH2PO4 0,20g/L 
MgCl26H20 0,10g/L 
NaCl 8g/L 
Na2HPO47H20 2,16g/L 
+ 
Sulfato de kanamicina 0,05mg/L 
Albumina sérica bovina 0,15% (p/v) 
III 
 
 
Anexo IV _ Mistura PHE - (penicillamine, hypotaurine e epinephrine) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo V _ Meio FIV – (fertilização in vitro) 
Composição Quantidade (µL) 
Meio IVFTL 450 
Mistura PHE  20 
Uma quantidade ad hoc de heparina 
Estufa gaseificada com CO2 
 
 
 
 
Composição Quantidade 
CaCl2 0,10g/L 
KCl 0,20g/L 
KH2PO4 0,20g/L 
MgCl26H20 0,10g/L 
NaCl 8g/L 
Na2HPO47H20 2,16g/L 
+ 
Sulfato de kanamicina 0,05mg/L 
Albumina sérica bovina 0,15% (p/v) 
IV 
 
Anexo VI _ Meio IVFTL – (TL - Fertilization medium) 
 10mL 20mL 30mL 40mL 50mL 
IVF stock 10mL 20mL 30mL 40mL 50mL 
BSA FAF 60mg 120mg 180mg 240mg 300mg 
PS 10µL 20µL 30µL 40µL 50µL 
Piruvato stock 100µL 200µL 300µL 400µL 500µL 
Piruvato stock: 22 mg/10 mL NaCl 
Ajustar o pH a 7,6 (HCl) 
Filtro steriflip 
Estufa gaseificada com CO2 
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Anexo VII _ Quadro de diluição do esperma 
 
Diluição em 500 µL para uma concentração final de 10
6 
spz/mL 
Nb spz contados Volume de esperma 
(µL) 
Nb spz contados Volume de esperma 
(µL) 
400 1,135 130 3,85 
425 1,175 125 4 
410 1,22 120 4,17 
400 1,25 115 4,35 
395 1,26 112,5 4,4 
375 1,33 110 4,54 
350 1,42 105 4,76 
325 1,53 100 5 
300 1,65 95 5,26 
275 1,82 90 5,55 
250 2 85 5,88 
225 2,2 80 6,25 
200 2,5 75 6,7 
190 2,63 70 7,14 
180 2,77 65 7,69 
175 2,85 60 8,33 
170 2,94 55 9,09 
165 3,03 50 10,0 
160 3,125 45 11,1 
155 3,22 40 12,5 
150 3,3 35 14,3 
145 3,45 30 16,7 
140 3,57 25 20 
137,5 3,64 20 25 
135 3,7 15 33,4 
 
 
 
 
 
 
VI 
 
Anexo VIII _ Meio de cultura - SOF (Synthetic Oviduct fluid) 
Composição Quantidade  
SOF stock 10mL 
Gentamicina   100µL 
PS 10µL 
Nistatina  10µL 
BSA Fr V A-9647 30mg 
Filtro millex 
Estufa gaseificada com CO2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VII 
 
Anexo IX _ Meio MEM (Mínimo Essencial Medium) 
 
Componentes 
Peso 
molecular 
Concentração 
(mg/L) 
mM 
Aminoácidos 
Hidrocloreto de L-Arginina 211 126 0.597 
L-Cistina 2HCl  313 31 0.099 
L-Glutamina  146 292 2 
Dihidrocloreto de L-Cistina 210 42 0.2 
L-Isoleucina  131 52 0.397 
L-Leucina  131 52 0.397 
L-Lisina HCl 183 73 0.399 
L-Metionina  149 15 0.101 
L-Fenilalanina  165 32 0.194 
L-Treonina  119 48 0.403 
L-Triptofano  204 10 0.049 
L-Tirosina (sal 2Na) 261 52 0.199 
L-Valina 117 46 0.393 
Vitaminas 
Cloreto de colina 140 1 0.00714 
D-Ca-Pantotenat 477 1 0.0021 
Ácido Fólico 441 1 0.00227 
VIII 
 
Nicotinamida 122 1 0.0082 
Hidrocloreto Piridoxal 204 1 0.0049 
Riboflavina 376 0.1 0.000266 
Hidrocloreto de Tiamina 337 1 0.00297 
i-Inositol  180 2 0.0111 
Sais inorgânicos 
Cloreto de Cálcio (CaCl2)  111 200 1.8 
Sulfato de Magnésio (MgSO4)  120 97.67 0.814 
Cloreto de Potássio (KCl)  75 400 5.33 
Bicarbonato de Sódio (NaHCO3)  84 2200 26.19 
Cloreto de Sódio (NaCl)  58 6800 117.24 
Fosfato de Sódio monobásico 
(NaH2PO4-H2O) 
138  140 1.01 
Outros componentes 
D-Glucose (Dextrose)  180 1000 5.56 
Phenol Red  376.4 10 0.0266 
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Anexo X _ Edital n.º 29/2011 – Febre Catarral Ovina/Língua Azul  
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